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摘要 :【 目的】 克隆 和 分 析 褐 飞 乱 Nilaparvata lugens 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 基因 Nlserpin4 , 并 探 明 其 
时 空 表达 谱 和 病原 真菌 诱导 表达 模式 。【 方 法 】 基 于 褐飞虱 转录 组 和 全 基因 组 序列 数据 ,利用 PCR 
技术 克隆 得 到 褐飞虱 Nlserpin4 基因 的 全 长 cDNA 序列 ;利用 生物 信息 学 手段 分 析 其 核 普 酸 和 有 蛋白 
质 序列 特征 ;通过 qRT-PCR 技术 检测 其 在 褐飞虱 不 同 发 育 时 期 ( 卵 \1 -5 龄 若 忠 和 初 羽化 肉 雄 成 
忠 ) 和 5 龄 若虫 不 同 组织 ( 脂 肪 体 、 肠 道 、 血 淋巴 和 剩余 虫 体 ) 中 的 时 空 表达 谱 , 以 及 金色 子 绿 僵 菌 
Metarhizium anisopliae 注射 感染 褐飞虱 $ 冷 若 虫 不 同时 间 后 的 诱导 表达 模式 。[【 结果 】 克 隆 获得 神 
飞 虱 Nlserpin4 基因 全 长 cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : MN822802) ,其 开放 阅读 框 长 1 227 bp ,编码 
408 个 氨基 酸 ,蛋白 的 相对 分 子 质 量 和 等 电 点 分 别 为 45.91 kD 和 6.23。 和 氨基酸 序列 分 析 表 明 ， 
Nlserpin4 蛋白 无 糖 基 化 位 点 ,N 端 包含 一 段 由 23 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 ,C 端 具 有 serpin 有 蛋 
白 家 族 典型 的 RCL 区 , 且 含 有 能 被 靶 标 蛋白 酶 识别 的 活性 裂解 位 点 。 系 统 发 育 分 析 表 明 ， 
Nlserpin4 与 半 翅 目 其 他 昆 吕 的 serpin 亲缘 关系 较 近 ,其 中 与 蔗 黄 伪 毛 是 Sipha flava serpin4 的 亲缘 
关系 最 近 。qRT-PCR 分 析 表 明 ,Viserpin4 基因 表达 有 具 有 明显 的 时 空 特异 性 ,其 在 成 虫 中 的 表达 量 显 
著 高 于 在 其 他 冷 期 的 , 且 在 雄 成 虫 中 表达 量 最 高 ;Nlserpin4 基因 在 褐飞虱 5 龄 若虫 脂肪 体 、 肠 道 、 血 
淋巴 和 剩余 忠 体 中 均 有 表达 , 且 在 剩余 正体 组 织 中 表达 量 最 高 ;病原 真菌 金龟子 绿 僵 菌 诱导 48 h 
内 Nlserpin4 表达 量 均 显著 下 调 ,但 随 着 诱导 时 间 的 增加 ,Niserpin4 表达 量 呈 回升 趋势 。 【结论 】 福 
飞 虱 Niserpin4 基因 在 褐飞虱 不 同 发 育 阶 段 、 不 同 组 织 以 及 病原 真菌 金龟 子 绿 僵 菌 诱导 不 同时 间 下 
差异 表达 。 研 究 结果 为 深入 研究 Nlserpin4 在 褐飞虱 生长 发 育 和 免疫 调节 中 的 功能 商定 了 基础 。 
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Cloning and expression profiling of the serine protease inhibitor gene 
Nlserpin4 in the brown planthopper, Nilaparvata lugens ( Hemiptera : 


Delphacidae ) 
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Abstract:【 Aim】To clone and characterize the serine protease inhibitor gene Nlserpin4 from the brown 
planthopper (BPH), Nilaparvata lugens, and to determine its spatio-temporal expression profiles and its 


expression pattern induced by entomopathogenic fungi. [ Methods) Based on the transcriptome and whole 
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genome data of BPH, the full-length cDNA of Nlserpin4 from BPH was cloned by PCR, and its nucleotide 
and protein sequences were subsequently characterized using bioinformatics tools. The expression patterns 
of Nlserpin4 across different developmental stages (egg, lst - 5th instar nymphs and newly emerged 
female and male adults), in different tissues (fat body, gut, hemolymph and carcass) of the Sth instar 
nymphs, and in the Sth instar nymphs at different time post injection of the entomopathogenic fungus 
Metarhizium anisopliae were determined by qRT-PCR. 【Results 】The full-length cDNA of Nlserpin4 
MN822802 ) was successfully cloned from BPH. The open reading frame 
( ORF) of Nlserpin4 is 1 227 bp in length, encoding 408 amino acids with the predicted molecular weight 


(GenBank accession no. : 


of 45. 91 kD and isoelectric point (pl) of 6. 23. The amino acid sequence analysis revealed that 
Nlserpin4 protein has no putative N-glycosylation site, but contains a predicted signal peptide consisting 
of 23 amino acid residues at the N-terminal region and a typical RCL region of the serpin family at the C- 
terminal region with an active cleavage site which can be recognized by target protease. The phylogenetic 
analysis showed that Nlserpin4 is closely related to the serpins of other hemipteran insects, with the 
highest homology with Sipha flava serpin4. The qRT-PCR results showed that the expression of Nlsperpin4 
had obvious temporospatial characteristics. The expression level of Nlsperpin4 in adults was significantly 
higher than those in other developmental stages, and the highest expression level was observed in male 
adult. Nlsperpin4 was expressed in the fat body, gut, haemolymph and carcass, with the highest 
expression level in the carcass of the Sth instar nymphs. The expression of Nlserpin4 in BPH was 
significantly down-regulated after infection with M. anisopliae within 48 h post injection, but the 
expression level of Nlserpin4 was gradually increased with the increase of infection time. 【 Conclusion 】 
The Nlserpin4 of BPH is differentially expressed in different developmental stages, different tissues and 
different time after infection with the entomopathogenic fungus M. anisopliae. The results of this study 
provide a theoretical basis for further studying the functions of Nlserpin4 in the growth, development and 
immune regulation of BPH. 

Key words: Nilaparvata lugens; Metarhizium anisopliae; serine protease inhibitor; gene cloning; spatio- 


temporal expression; inducible expression 








丝氨酸 和 蛋白酶 抑制 剂 ( serine protease inhibitor， 
serpin) 是 广泛 存在 于 昆虫 体内 一 类 结构 保守 、 功 能 
多 样 的 蛋白 酶 抑制 剂 超 家 族 , 参 与 调控 虫 体 生长 发 
育 .激素 分 泌 和 免疫 应 答 等 诸多 重要 生理 过 程 ( 赵 
丽 芳 等 , 2016; Meekins et ol.，2017 ) 。Serpin 分 子 
量 大 小 一 般 在 40 ~ 50 kD, 蛋 白质 序列 N 未 端 存 在 
serpin 的 特有 结构 域 ,C 末端 存在 由 大 约 20 个 氨基 
酸 残 基 组 成 的 反应 中 心 环 (reactive center loop， 
RCL) 。Serpin 的 靶 和 蛋白 酶 识别 切割 RCL 的 活性 裂 
解 位 点 并 与 之 共 价 结合 ,以 不 可 逆 的 自杀 性 机 制 失 
活 , 从 而 阻 断 蛋白 酶 水 解 级 联 过 程 ,抑制 免疫 应 答 反 
应 (Huntington, 2011)。 鉴 于 其 重要 的 免疫 调控 功 
能 ,昆虫 serpin 一 直 备 受 国 内 外 研究 者 关注 (Ooi et 
al.，2015; 魏 川 川 等 ，2017， 朱 笑 婷 等 ，2017; 
Shakeel et al., 2019)。 

在 昆虫 中 ,serpin 最 初 从 家 看 Bombyx mori 血 淋 
巴 中 分 离 获 得 ,之 后 又 在 烟草 天 蛾 Manduca sexta 体 



































内 被 检测 到 , 主要 通过 抑制 丝 氮 酸 和 蛋白酶 级 联 反应 ， 
进而 负 调控 Toll 信号 通路 和 酚 氧 化 酶 原 激 活 通路 ， 
以 防止 过 量 的 抗 戎 肽 表达 和 过 度 的 黑 化 反应 对 昆虫 
自身 造成 的 伤害 (Zhao et al., 2012; Li B er al., 
2017; Li M et al., 2018 ) 。 目 前 相关 研究 主要 集中 
在 一 些 隶 属 双 考 目 和 鳞 芭 目的 模式 昆虫 中 。 如 黑 腹 
果 晤 Drosophila melanogaster 全 基因 组 含有 29 个 
serpin 基因 ,功能 研究 显示 其 中 Spn43Ac 通过 参与 
Toll 信号 通路 而 调节 宿主 的 先天 性 免疫 反应 ， 
Spn27A 能 有 效 抑制 酚 氧化 酶 原 级 联 反应 而 调控 宿 
主 应 对 外 来 和 人 侵 物 的 防御 响应 ( Levashina et al.， 
1999; Ligoxygakis ef oa/.，2002 ) 。 在 烟草 天 蛾 中 ， 
serpin1J 和 serpin5 分 别 通过 抑制 宿主 血 淋 巴 有 蛋白酶 
HP8 和 HP6 而 对 Tol 信号 通路 进行 负 调控 , 与 果 蝇 
Spn27A 同 源 的 serpin3 则 可 通过 抑制 酚 氧 化 酶 原 的 
激活 而 阻 断 黑 化 反应 的 进程 (Zhu et al., 2003; An 
et al.，2011 ) 。 然 而 ,针对 其 他 科目 的 昆虫 ,特别 是 
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一 些 重要 农业 害虫 中 serpin 的 免疫 调控 功能 研究 较 
少 ,相关 研究 有 待 加 强 。 

褐 飞 恒 Nilaparvata lugens 隶属 半 翅 目 
( Hemiptera) 飞 恒 科 ( Delphacidae ) ， 是 我 国 水 稻 上 的 
主要 害虫 ,不 仅 直 接 吸食 水 稻 计 液 ,造成 枯 干 倒伏 
( 即 “ 虱 烧 ” ) ,而 且 还 能 传播 水 稻 病 毒 病 , 对 水 稻 生 
产 造成 毁灭 性 损失 ( 吕 进 等 , 2013 ) 。 微 生物 防治 是 
当前 褐飞虱 综合 防 控 中 的 优选 策略 (陈列 忠 等 ， 
2006; Jin et al., 2011)。 然 而 ,其 防 效 在 很 大 程度 上 
受到 宿主 昆虫 自 里 免疫 防御 系统 的 制约 , 极 大 限制 
了 相关 微生物 农药 的 开发 及 规模 化 应 用 (Lu and St 
Leger, 2016; Qu and Wang, 2018 ) 。 因 此 ,研究 褐 飞 
恒 的 免疫 调控 机 制 对 于 开发 褐飞虱 生物 防治 技术 工 
作 具 有 重要 理论 和 现实 意义 。 本 研究 以 褐 飞 恒 为 研 
究 对 象 ,对 其 免疫 调控 因子 Nlserpin4 基因 进行 克隆 
鉴定 和 生物 学 信息 分 析 , 并 利用 qRT-PCR 分 析 该 基 
因 的 时 空 表达 谱 以 及 病原 真菌 诱导 表达 模式 ,以 期 
为 深入 研究 褐飞虱 serpin 的 生物 学 功能 奠定 基础 ， 
也 为 利用 serpin 基因 进行 褐飞虱 虫害 治理 提供 理论 
依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆 虫 和 病原 真菌 
供 试 褐飞虱 种 群 为 本 实验 室 保存 建立 ,于 人 工 
气候 室内 (温度 24+1%C 、 相 对 湿度 70% +5% 、 光 周 
期 16L: 8D) 以 TN1 水 稳 苗 饲养 ,维持 种 群 。 金 包子 
绿 伪 菌 Metarhizium anisopliae 菌株 Ma456 于 PDA 
( 马 铃 蔚 和 葡萄糖 琼脂 培养 基 ) 斜面 上 4% 保存 ,25%C 
培养 传代 。 
1.2 褐飞虱 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 羽 化 24 bh 内 的 褐 飞 恒 成 虫 30 头 ,首先 使 用 
75% 的 酒精 表面 消毒 虫 体 3 次 ,每 次 3 min, 再 用 无 
菌 蒸 饮水 清洗 5 遍 。 虫 体 后 晾 干 置 于 研 钵 中 用 液 氮 
研磨 均匀 。 采 用 Trizol 法 提取 褐飞虱 总 RNA ,并 用 
微量 紫外 分 光 光 度 计 ( NanoDrop ND-2000, 美国 ) 和 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 RNA 的 质量 和 浓度 。 以 检测 
合格 后 的 RNA 为 模板 ,使 用 PrimeScript™ 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit (TaKaRa , 日本) 试剂 盒 参 照 说 明 
书 合成 cDNA ,并 于 -20% 保存 备用 。 
1.3 NIlserpin4 基因 克隆 及 测序 

根据 本 实验 室 测 得 的 褐 飞 剧 转录 组 数据 ,结合 
GenBank 中 褐 飞 乱 全 基因 组 信息 ,筛选 获得 一 条 注 
释 为 宰 飞 乱 丝 氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 serpin 的 cDNA 序 
列 , 命 名 为 Nlserpin4。 使 用 Primer Premier 5 设计 



















































































Nlserpin4 扩 增 引物 cS4F (5’-ATGGTGGTCTTCAAA 
CAAATGGTTC-3') 和 cS4R(5’-TCAATTTCCAGTATA 
TTTTCCACTG-3') ,以 1.2 节 所 得 褐飞虱 cDNA 为 模 
板 ,进行 PCR 扩 增 。PCR 扩 增 体系 : cDNA 模板 2 
pL, dNTPs (10 mmolML) 4 pL, 正 反 向 引物 (10 
Mmol/L) 各 1 pL,10 x Buffer( 含 Mg!*)5 pL, Tag 
酶 0.5 pL, ddH,0 补充 至 50 pL。 扩 增 程 序 : 94%C 
预 变 性 5 min; 94% 变性 30 s, 55% 复 性 30 s, 72C 
延伸 1.5 min, 35 个 循环 ; 72% 延伸 7 min。PCR 反 
应 完成 后 ,用 1. 5% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 反 应 产 
物 数量 及 分 子 量 大 小 。 目 标 扩 增产 物 经 割 胶 回 收 后 
与 pMD18-T 载体 (TaKaRa, 日 本 ) 连 接 , 并 转化 人 大 
肠 杆菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细 胞 中 。 将 菌 
液 (100 pL) 涂 布 于 合 氨 证 的 (100 pg/mL) 并 涂 有 
IPTG 及 X-gal 的 LB 琼脂 板 上 ,37 倒置 培养 24 h 
后 进行 蓝 白斑 第 选 , 阳 性 转化 子 送 上 海 桑 尼 测序 有 
限 公司 测序 。 
1.4 Nlserpin4 基因 及 编码 蛋白 质 序列 分 析 

利用 ORF Finder ( http: // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/orffinder) 预测 Nlserpin4 基因 的 开放 阅读 框 ,并 
翻译 获得 氨基 酸 序 列 ; 运 用 BLASTP(http: // blast.. 
ncbi. nlm. nih. gov/blast. cgi) 比 对 NCBI 蛋白 质数 据 
库 进一步 确认 目标 基因 ,并 获得 同 源 序列 ;用 
SMART Server ( http: // smart. embl-heidelberg. de/ ) 
分 析 编 码 蛋 白 序 列 中 的 保守 结构 域 ;用 NetNGlyc1.0 
Server ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/ NetNGlyc/ ) 
进行 糖 基 化 位 点 预测 ; 用 ProtParam ( http: // web. 
expasy. org/protparam/ ) 对 编码 蛋白 质 的 分 子 量 和 等 
电 点 进行 分 析 ; 用 SignalP-5.0 Server( http : // www. 
cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 分 析 信 和 号 肽 序列 ; 通 
用 MEGA X 软件 以 邻接 (neighbor-joining，NJ) 法 构 
建 系统 进化 树 , 经 1 000 次 重复 抽样 检测 其 置信 和 度 
(Kumar et al., 2018 ) 。 
1.5 Nlserpin4 基因 时 空 表 达 特 征 分 析 

收集 褐飞虱 不 同 发 育 时 期 ( 卵 、1 -5 龄 知 虫 以 
及 羽化 24 Ph 的 肉 雄 成 虫 ) 样 品 ,其 中 卵 300 粒 ,1 -2 
龄 若虫 分 别 50 头 ,3 -4 龄 若虫 分 别 40 头 ,5 龄 千 忠 
30 头 , 初 羽化 肉 雄 成 虫 分 别 为 20 状 。 褐 飞 息 不 同 
组 织 ( 血 淋 巴 脂肪 体 . 肠 道 和 剩余 虫 体 ) 样品 取 自 5 
龄 若虫 。 随 机 选取 100 头 褐 飞 乱 5 龄 若虫 ,首先 用 
75% 的 酒精 表面 消毒 虫 体 3 次 ,每 次 3 min, 再 用 无 
菌 葵 馏 水 清洗 5 遍 ,了 晾 干 虫 体 。 用 解剖 杀 在 体 视 显 
微 镜 下 解剖 收集 脂肪 体 、 肠 道 和 剩余 虫 体 。 通 过 切 
胸 足 法 收集 血 淋 巴 ,收集 的 血 淋 巴 置 于 冰 浴 的 放 有 
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少量 茶 硫 脲 晶体 的 离心 管 中 , 并 加 入 等 体积 的 PBS 
(pH 7.4) ,4% 下 13 000 r/min 离心 10 min, 弃 上 清 
( 张 艺 共 ,2014)。 各 样品 RNA 提取 和 cDNA 合成 
步骤 同 1.2 节 。 根 据 Nlserpin4 基因 cDNA 序列 , 设 
计 一 对 定量 PCR 引物 qS4F (5'-CGTAGAACAA 
CCACAACTG-3') 和 qS4R (5’-ATCTCTTGTCCTGCG 
TTAT-3')。qRT-PCR 分 析 采 用 SYBR® Premix Ex 
Taq™ II 试剂 盒 ,反应 体系 (20 pL): 2 xSYBR® 
Premix Ex Taq™ IT 10 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 
各 1 kL, 适量 稀释 的 cDNA 2 pL 和 ddH,0 6 pL。 
扩 增 程序 : 95Y 预 变性 30 s, 进入 40 个 扩 增 循环 
(95% 变 性 5 s, 60% 退 火 34 s) ; 融 解 曲线 : 95%C 15 
s, 60%C 1 min, 95%C 15 s。 以 褐飞虱 RPS11 基因 作 
为 内 参 , 正 向 引物 RPS11-F: 5'-ATGGCCGACATTCT 
TCCAGGTCC-3'; 反 向 引物 RPS11-R: 5'-CCGATCGT 
GTGGCGTTGAAGGG-3'。 其 反应 体系 和 程序 同上 。 
每 个 组 织 或 龄 期 样品 设置 3 次 生物 学 重复 和 3 次 技 
术 重 复 。Nlserpin4 基因 在 褐飞虱 不 同 发 育 时 期 和 不 
同 组 织 中 的 相对 表达 量 用 2 法 (Livak and 
Schmittgen，2001 ) 计算 ,其 中 以 不 同 发 育 时 期 和 组 
织 中 的 最 低 表 达 量 为 基数 ,数值 设 为 1。 
1.6 Nlserpin4 基因 的 金龟 子 绿 僵 菌 诱导 表达 模式 
分 析 

将 病原 真菌 金 怨 子 绿 僵 菌 分 生 孢 子 以 0. 02% 
Tween-80 水 溶液 制 成 1 x 10 孢子 /mL 浓度 的 悬 液 ， 
用 显 微 注 射 法 接种 5 龄 褐 飞 乱 若虫 ,接种 体积 为 10 
,接种 3 批 次 ,每 批 次 注射 100 头 ,以 注射 相同 体 
积 的 0. 02% Tween-80 水 溶液 为 对 照 。 分 别 于 0 h 
(未 接种 ), 接种 后 6, 12, 24 和 48 h 后 收集 虫 体 ， 
用 75% 的 酒精 表面 消毒 虫 体 3 次 ,每 次 3 min ,再 用 
无 菌 蒸馏 水 清洗 5 遍 , 了 晾 干 虫 体 备用 。 样 品 RNA 提 
取 和 cDNA 合成 步骤 同 1.2 节 。qRT-PCR 程序 和 基 
因 相对 表达 量 计算 方法 (2 ”") 同 1.5 节 , 以 未 注 
射 组 的 表达 量 为 基数 ,其 值 设 为 1。 
1.7 数据 分 析 

利用 绘图 软件 Craphpad Prism 7. 0 作 图 。 利 用 
DPS 软件 对 实验 数据 进行 分 析 与 处 理 , 计算 平均 值 
和 标准 误 (Tang and Zhang, 2013)。 利 用 单 因素 方 
差分 析 (one-way ANOVA) 及 Tukey 氏 HSD (Tukey” 
s honestly significant difference ) 法 对 Nlserpin4 基 
在 褐 飞 蛋 不 同 发 育 时 期 不同 组 织 以 及 病原 真菌 不 
同 诱导 时 间 下 的 表达 量 进行 比较 分 析 , 差异 显著 性 
水 平 为 P<0.05。 
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2 结 


2.1 Nlserpin4 基因 的 克隆 鉴定 及 序列 特征 

以 褐 飞 乱 cDNA 为 模板 扩 增 得 到 的 产物 经 过 测 
序 和 序列 分 析 , 结果 显示 :褐飞虱 Nlserpin4 基因 
cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : MN822802 ) 全 长 
1 227 bp ,编码 408 个 氨基 酸 , 分 子 量 大 小 为 45.91 
kD ,等 电 点 6. 23。SMART 预测 显示 Nlserpin4 氨基 
酸 序列 在 第 39 - 408 位 氨基 酸 残 基 之 间 含有 一 个 
serpin 家 族 特 有 的 保守 性 结构 域 。NetNGClycl.0 预 
测 表明 Nlserpin4 蛋白 无 糖 基 化 位 点 。 信 号 肽 预测 
结果 显示 Nlserpin4 包含 一 个 长 度 为 23 个 氨基 酸 信 
号 肽 序列 (图 1)。 多 序列 比 对 显示 ,与 其 他 昆虫 
serpin 相似 , Nlserpin4 在 C 末端 具有 RCL 区 ,其 中 
第 367 位 茶 丙 氨 酸 (Phe) 和 第 368 位 丙 氨 酸 ( Ala) 
之 间 为 预测 的 被 车 蛋 白 酶 特异 性 识别 的 活性 裂解 位 
点 (图 2)。 
2.2 Nlserpin4 蛋白 的 序列 比 对 及 进化 树 

利用 Blast 同 源 性 搜索 比 对 ,发 现 Nlserpin4 和 蛋 
和 白 与 褐 飞 乱 全 基因 组 中 预测 的 serpin-4 (CenBank 
登录 号 : AGK40928 ) 氨基 酸 序列 完全 一 致 。 
Nlserpin4 氨基 酸 序列 与 芒 黄 伪 毛 是 Sipha flava 
serpin4( CenBank 登录 号 : XP_025406327 ) 的 一 致 性 
最 高 , 为 40.26% 。 其 次 为 与 温带 臭虫 Cimex 
lectularius serpin4( CenBank 登录 号 : XP_014251604 ) ， 
两 者 氨基 酸 序列 一 致 性 为 39. 95% 。 采 用 MEGA6.0 
软件 以 邻接 法 将 Nlserpin4 与 其 他 17 种 昆虫 的 
serpin 构建 系统 进化 树 ,结果 显示 : 包括 褐 飞 恒 
Nlserpin4 在 内 所 有 半 翅 目 昆 虫 serpin 聚 为 一 支 ,并 
与 膜 翅 目 昆虫 serpin 互 为 姐妹 群 ,与 鳞 翅 目 昆虫 家 
看 Bombyx mori serpin4 亲缘 关系 较 远 (图 3)。 
2.3 Nlserpin4 基因 时 空 表达 特征 

褐飞虱 Nlserpin4 基因 在 宿主 不 同 发 育 时 期 和 
若虫 不 同 组 织 部 位 中 的 表达 量 如 图 4 所 示 。 结 果 表 
明 ,Wiserpin4 基因 在 褐飞虱 的 卵 期 大 虫 斯 和 上 峻 雄 成 
虫 中 均 有 表达 , 且 在 成 虫 期 表达 量 显 著 高 于 卵 期 和 
若虫 期 (P <0. 05 ) 。 雄 成 虫 中 Nlserpin4 表达 量 最 
高 ,分 别 是 雌 成 虫 . 卯 和 若虫 期 表达 量 (1 -5 龄 若虫 
期 表达 量 的 平均 值 ) 的 1.5, 5.0 和 6.8 倍 。Niserpin4 
表达 量 在 1 -3 龄 若虫 中 无 显著 性 差异 (已 >0. 05 ) ， 
此 后 随 龄 期 增加 而 显著 上 升 ,如 4 龄 和 35 龄 若虫 中 
Niserpin4 表达 量 较 低 龄 奋 虫 期 表达 量 (1 -3 龄 若虫 
期 表达 量 的 平均 值 ) 分 别 增加 了 2.1 和 3.2 倍 (图 



























































































































































7 期 王 正 亮 等 : 褐 飞 乱 丝 氮 酸 蛋白 酶 抑制 剂 基因 Niserpin4 的 克隆 及 表达 模式 分 析 783 











4: A)。WNlserpin4 基因 在 5 龄 若虫 脂肪 体 、 血 淋巴 、 
肠 道 和 剩余 虫 体 中 均 有 表达 , 且 在 剩余 虫 体 组 织 


肪 体 中 表达 量 的 2.5 和 2.9 倍 (图 4: B), 但 
Nlserpin4 表达 量 在 5 龄 若虫 肠 道 和 脂肪 体 中 差异 不 
显著 (已 >0.05) 。 








表达 量 最 高 。 此 外 ,在 血 淋 巴 中 Viserpin4 表达 量 显 
著 高 于 肠 道 和 脂肪 体 ( 忆 < 0. 05 ) ,分 别 是 肠 道 和 脂 





1 
1 


82 AGAGAAGTTGCTGCGGCAACTAATCATTTCGCACTTGATTTGCACAAGGTTTTGTCCAAGGAAAATGCGGGAAATATGTTT 
28 R EV AAATNHF ALDL HEYVL SK ENA GNMEF 
163 TGTTCGCCGCTCAGCCTGCAAGTGGCACTTGCGATGGCTGCGGTTGGCGCCGCTGACCATTCCAAGACCTTCAATGAGATG 
55 CSPLSL QVALAMAAVGHAADHSET FNEM 
244 AAAGCATTGCTGAGATTTCCCGATGACAAGTCCAAAATGCTTTCCAGCTACAGTTTGCTGTCTGATGCTCTTACCAATTCA 
82 KALL RFTPT DD EE SKULS SS YS LL SD A LT N:S 
325 GATGTGATGAAAATGGCAAACAGAATATACATCGACAAGAAGTTCAAAGTGAAGCCAGAATATTTGGAAACGACACAGAAG 
109 DVMEMANRYIYIDKEKEKF KVKP EYL ET TQK 
406 TATTTCAAATCTGATGCCAAGGAAGTTGACTTTGAGAAGAACGCTGATAACGCAGGACAAGAGATCAATGGCTGGGTAGAA 
136 EK SS DA KEYVY DD EE KNADNA GQ BE TNCG RYE 
487 CAGCAGACTAACAACAAAATCAAGGGATTGATTCCCGAAGGAGCTCTAAAACCAGGTACTGTGATGGTACTTATCAATGCC 
163 QQTNNK IEKkGL I PREGALK PG TVMYVL INA 
568 ATCCATTTCAAAGCCGACTGGAAGTATGCATTTGAAGCGAGATTAACTAAGAAGGAGAAATTCTATCTTGATGAGACCAGA 
190 LT- WB. .kD WKY AR EA RT EBERT BE .RF 
649 ACTGTTGATGTGGACATGATGAACATTAAGAAAGAGTACAATTTCTTCCACGATACACAGCTGAAAGCTAAATTTTTGGAG 
217 TV DV DMMNIEKKkK EYNPFPFHDT QL EkKAKEKkFLE 
730 ATGCCTTACAAGGGAGATGAGTTCAGTATGATTCTCGTGCTCCCCGACTCGAAAACCGGTCTCCCTGACTTGGAAAAGGCA 
244 MPY EKGDEF SMILVLPDS KTGL PDL EKA 
811 ATCACCAACCAGAACTTTGATCTGACCAAGAAGATCGAAAATATCCAGAACTCTAGCCCCGTCAGCGTCATGGTTTCCATT 
271 I TN QA N ED.L TT KK I BN LA 人 NS PP VY SV MYVS 7 
892 CCGAAATTTGAAATGGAATCAACTCATAACCTGGAAGAAACTTTAAAAGAGCTTGGTGTCGAAGAGATGTTCAGCGATAAA 
298 PK FE ME ST H. NM EE BT EK EE GCG VEBE MF SD EK 
973 GCGAATTTCTCGAACATCAACTCGGAAAATAACATTAAAGTTTCGAAAGTGATCCAGAAGGCCTTTGTGTCTGTCGATGAG 
325 ANF SNINS ENNI KVS EV IQK A FV SVODE 
1054 AAGGGAACCGAGGCTGCCGCGGCTACTGGTATCGCTATAGCCGTTTTTGCAGCCCCTCGTCCACCTCCTCTGTCCTTCGAA 
352 K 
1135 TTCTATGCTGACCATCCTTTTCTATGTCTGATAACGAAGAAAATGACCGCCACTAACATGATCCTATTCAGTGGAAAATAT 
379 Cab TT RK RM TA TT NM ES 
1216 ACTGGAAATTGA 
406 TG N+* 

图 1 褐飞虱 Nlserpin4 基因 cDNA 序列 及 其 编码 氨基 酸 序列 
Fig. 1 cDNA sequence and the coded amino acid sequence of Nlserpin4 of Nilaparvata lugens 


下 划 线 部 分 为 信号 肽 序列 


ATGGTGGTCTTCAAACAAATGGTTCTAGTCTTCATCCAAGTAATAATGGCGATGCCAGATGTCACTTCCCAAAACCAACTG 
MVVYF KAQOMVLILYVF IQOQV I MAMPDVT SQNQAL 




















RCL region is shaded and the active cleavage site is marked with box. Asterisk indicates the termination codon. 


光 : 灶头 
Apserpin4 XP_008178953 GTEBAAATGMOFAL 
Sfserpin4 XP_025406327 GTEBBBETGLTF 
Niserpin4 MN822802 GTEBBAATGIAIA 
Clserpin4 XP 014251604 GTEBDABTGIBYVEL 
Lhserpin4 XP 012233788 GSEBBBVTGISYVRP 
Oaserpin4 XP 012271558 GSEBBBATGIVIE 
Btserpin4 ANW60718 GTEBBBBTANMMMCL 
Bmserpin4 NP_001037090 GTTBBGVTVAEFS 


类 1 3 3 头头 

WIPEPPS-NVDFHaDHPFF 
VHVYPPPPEVOQFVADHPFF 
--PRPPPLSFEFYADHPFL 
二 TFRYVDHPF I 
SVWKRPPEP--ITILQVDHPFL 
--ISIPET----FHVYDRPFH 
-APYPQED-PKRFIVDRPFY 
Se VYRFEANRPFT 
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2 褐飞虱 Nlserpin4 与 其 他 昆虫 同 源 蛋 白质 序列 RCL 区 多 序列 比 对 


; RCL 区 以 阴影 显示 ,其 中 活性 裂解 位 点 以 黑 框 表示 ; 星 号 为 终止 密码 子 。Signal peptide sequence is underlined. The 


Fig. 2 Multiple sequence alignment of the RCL region of Nlserpin4 from Nilaparvata lugens with those 


of homologous serpins from other insect species 
Seripn 和 蛋白 来 源 物种 Origin species of serpins: Apserpin4: 豌豆 蚜 Acyrihosiphon pisum; Sfserpin4: 芒 黄 伪 毛 蚜 Sipha flava; Nlserpin4: 褐 飞 恒 
Nilaparvata lugens; Clserpin4: 温带 臭虫 Cimex lectularius; Lhserpin4: 阿根廷 蚁 Linepithema humile; Oaserpin4: 寄生 树 黄 蜂 Orussus abietinus; 
Btserpin4 : 烟 粉 乱 Bemisia tabaci; Bmserpin4: 家 看 Bombyx mori，RCL 区 预测 活性 裂解 位 点 以 阴影 显示 ; 星 号 和 冒号 分 别 代 表 完 全 保守 的 和 大 
部 分 相似 的 的 氨基 酸 。The predicted active cleavage site in the RCL region is shaded. Asterisk and colon indicate completely conserved and partially 




















similar amino acids, respectively. 
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86 厂 桃 蚜 Myzus persicae serpin B4 (XP 022167711) 
65 新 疆 麦 双 尾 蚜 Diuraphis noxia serpin B4 (XP 015375360) 











86 玉米 是 Rhopalosiphum maidis serpin B4 (XP 026813307) 

98| A gossypii pn B4 CP 027846979) 加 

00 高 梁 蚜 Melanaphis sacchari serpin B4 (XP 025205535) ‘a 

je 驶 豆 蚜 4cyrihosiphon pisum serpin4 (XP 008178953) “| 三 

蔗 黄 伪 毛 蚜 Sipha flava serpin4 (XP 025406327) 最 

褐飞虱 Nilaparvata Iugens Nlserpin4 (MN822802) 站 

37 温带 具 虫 Cimex lectularius serpin4 (XP 014251604) 

64 柑橘 木 虱 Diaphorina citri serpin4 (XP 026686116) 
烟 粉 莉 Bemisia tabaci serpin4 (ANW60718) 

寄生 树 黄蜂 Orrwssus abietinus serpin (XP 012271558) 

2 造纸 胡 蜂 Polistes dominula serpin4 (XP 015190286) 豆 

49| 71 阿根廷 蚁 Linepithema humile serpin4 (XP 012233788) E 

59| 麦 茎 蜂 Cephus cinctus serpin (XP 015609143) 所 

100 红 壁 蜂 Osmia bicornis serpin4 (XP 029041134) 最 

上 一 一 瑟 首 蓓 切 叶 蜂 Megachile rotundata serpin (XP 012147556) 沽 


0.1 
家 午 Bombyx mori serpin4 (NP 001037090) 





图 3 基于 氨基 酸 序 列 采 用 邻接 法 构建 的 褐飞虱 和 其 他 昆虫 serpin 蛋白 系统 发 育 树 (1 000 次 重复 ) 


Fig. 3 Phylogenetic tree of serpin proteins from Nilaparvata lugens and other insects 





based on amino acid sequences by neighbor-joining method (1 000 replicates) 
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图 4 Nlserpin4 在 褐飞虱 不 同 发 育 时 期 (A) 和 35 龄 若虫 不 同 组 织 (B) 中 的 表达 模式 


Fig. 4 Expression profiles of Nlserpin4 during different developmental stages (A) 





and different tissues of the Sth instar nymphs (B) of Nilaparvata lugens 
E; 卵 Egg; N1 - N5; 分 别 为 1 -5 龄 若虫 1st -5th instar nymph，respectively; FA: 雌 成 虫 Female adult; MA; 雄 成 虫 Male adult; 下: 脂肪 体 Fat 
body; G: 肠 道 cut; H: 血 淋 巴 Hemolymph; C: 剩余 虫 体 Carcass. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 发 育 阶段 或 不 同 组 织 间 
基因 表达 量 差异 显著 (P <0.05，, one-way ANOVA 检验 )。Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars indicate significant 
































difference in the gene expression level among different developmental stages or tissues (P <0.05, one-way ANOVA test). 


2.4 金龟 子 绿 僵 菌 侵 染 后 Nlserpin4 的 表达 模式 Niserpin4 表达 量 呈 回升 趋势 ,如 诱导 24h 和 48 ph 后 
用 人 金龟子 绿 僵 菌 分 生 孢 子 悬 液 (1 x 10 孢子 / ”其 表达 量 显 著 上 升 ,分 别 是 诱导 6 h 时 的 1.4 和 1.6 

mL) 显 微 注 射 接种 褐飞虱 5 龄 若虫 ,检测 诱导 不 同 借 , 但 与 对 照 组 相 比 依然 是 下 调 , 且 差异 达到 显著 水 

时 间 后 褐飞虱 Nlserpin4 的 表达 量 ,结果 如 图 5 所 平 (P<0. 05)( 图 5)。 

示 。 与 对 照 组 (注射 0.02% Tween-80 水 溶液 ) 相 

比 ,病原 真菌 诱导 (处 理 组 )48 h 内 各 时 间 点 3 讨论 

Nilserpin4 表达 量 均 呈 显著 下 调 (P <0.05); 在 金龟 

子 绿 僵 菌 刺激 6 h 后 ,Nlserpin4 表达 量 最 低 , 仪 为 对 Serpin 是 一 类 广泛 分 布 于 动物 .植物 和 微生物 

照 的 50% 水 平 (P <0.05); 随 着 诱导 时 间 的 增加 ， 中 的 蛋白 酶 活性 调节 剂 ,参与 调节 生物 体内 一 系列 
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图 5 金 怨 子 绿 僵 菌 (1 x10" 孢子 /mL 孢子 悬 液 ) 侵 染 
褐飞虱 5 龄 若虫 后 Nlserpin4 的 诱导 表达 模式 


Fig. 5 Expression pattern of Nlserpin4 in the Sth instar 











nymphs of Nilaparvata lugens after infection with 
Metarhizium anisopliae (1 x10’ conidia/ mL 
spore suspension) 
CK: 对 照 组 (注射 0.02% Tween-80) Control group (injected with 
0. 02% Tween-80) ; Treatment: 处 理 组 Treatment group. 图 中 数据 
为 平均 值 + 标 准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同时 间 点 间 基 因 表 达 量 
差异 显著 (P<0.05, one-way ANOVA 检验 ) 。Data in the figure are 























mean+SE and different letters above bars indicate significant 
difference in the gene expression level among different time post 


injection (P<0.05, one-way ANOVA test ) . 


重要 的 生理 和 病理 过 程 (Lucas et al., 2018; Cohen 
at ql.，2019) 。 近 年 来 ,serpin 家 族 成 员 及 其 生物 学 
功能 已 经 在 许多 昆虫 中 被 分 离 和 鉴定 ,但 相关 人 研究 
主要 集中 于 一 些 模式 昆虫 ,如果 晶 、 蚊 和 家 和 蛋 
(Gulley et al., 2013; Gao et al., 2018; Katsukawa et 
al., 2018) , 而 对 于 飞 息 科 重要 农业 害虫 的 相关 研究 
则 相对 贫乏 。 本 研究 成 功 从 水 稳重 要 害虫 神 飞 乱 中 
克隆 了 Nlserpin4 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,利用 生物 
信息 学 手段 分 析 了 其 序列 特征 ,并 通过 qRT-PCR 技 
术 检 测 了 其 时 空 表 达 谱 和 病原 真菌 诱导 表达 模式 。 
氨基 酸 序 列 分 析 显 示 ，Nlserpin4 与 已 鉴定 的 其 
他 物种 serpin 一 样 ,具有 保守 的 serpin 结构 域 ( 第 















































NetNGlycl.0 预测 Nlserpin4 氨基 酸 序列 中 不 存在 粮 
基 化 位 点 ,表明 其 可 能 是 非 糖 基 化 蛋白 。 多 序列 比 
对 显示 ,Nlserpin4 具有 serpin 蛋白 家 族 典 型 的 RCL 
区 , 且 含 有 能 被 靶 标 和 蛋白酶 识别 的 活性 裂解 位 点 
(图 2) 。RCL 区 作为 捕获 靶 蛋 白 酶 的 “诱饵 ” ,决定 
了 serpin 抑制 活性 的 专 一 性 (Huntington，2011 ) 。 
一 般 认 为 ,serpin 通过 其 RCL 区 与 靶 和 蛋白 酶 以 酯 键 
共 价 结合 后 被 骤 蛋 白 酶 裂解 ,进而 引起 自身 构象 发 
生 转 变 。Serpin 构象 改变 继而 导致 靶 标 和 蛋白酶 的 构 
象 变化 ,从 而 发 挥 蛋白 酶 活性 抑制 功能 (Cettins，， 
2002) 。 由 系统 进化 树 分 析 结 果 可 知 , Nlserpin4 与 
同属 半 怒 日 昆虫 的 serpin4 聚 为 一 支 ,其 中 与 芒 黄 伪 
毛 蚜 和 温带 具 虫 serpin4 的 亲 源 关系 最 近 ,而 与 鳞 芭 
日 昆虫 家 看 serpin4 亲缘 关系 较 远 ( 图 3 ) ,该 结果 与 
Blastp 比 对 结果 一 致 ,表明 serpin4 在 半 翅 目 昆 虫 中 
有 具有 相对 保守 的 进化 特性 ,其 聚 类 关系 在 一 定 程度 
上 反映 其 亲缘 关系 。 

Niserpin4 在 褐 飞 乱 各 发 育 阶 段 均 有 表达 ,成 虫 
期 表达 量 显著 高 于 其 他 龄 期 ,1 - 3 龄 若虫 期 表达 量 
显著 低 于 卵 期 和 高 龄 若虫 期 (图 4: A) ,表明 
Nlserpin4 在 褐飞虱 具有 龄 期 表达 特异 性 。Serpin 的 
岭 期 特异 性 表达 模式 同样 见于 其 他 昆虫 中 ,如 烟 粉 
避 serpin 在 孵 期 和 成 虫 期 表达 量 最 高 ,其 他 龄 期 表 
达 量 则 较 低 ( 冯 佳 突 , 2016)。 家 刚 Musca domestica 
serpin 基因 SP2 和 SP16 在 2 龄 和 3 龄 幼虫 中 呈 普 
遍 的 高 表达 , 而 在 卯 期 和 成 虫 期 表达 量 相 对 较 低 
( 魏 川 川 等 , 2017 ) 。Niserpin4 在 褐飞虱 各 组 织 部 位 
亦 均 有 转录 ,但 在 不 同 组 织 部 位 的 表达 水 平 差异 显 
车 。 定 量 PCR 结果 显示 Nlserpin4 在 褐飞虱 5 龄 若 
虫 血 淋巴 中 表达 量 最 高 ,在 肠 道 中 次 之 ,在 脂肪 体 中 
的 表达 量 较 低 (图 4: B)。 类 似 的 表达 模式 同样 见 
于 其 他 昆虫 serpin 的 研究 ,如 家 看 serpin6 的 表达 量 
在 不 同 组 织 部 位 从 高 到 低 排列 为 血 淋 巴 > 肠 道 > 脂 
肪 体 (Li et al., 2017)。 然 而 ,此 表达 模式 与 烟草 天 
蛾 serpin4 基因 不 同 ,烟草 天 蛾 serpin4 在 脂肪 体 中 的 
























































































































































39 -408 位 氨基 酸 残 基 ) (图 1) ,表明 Nlserpin4 属于 
serpin 超 家 族 成 员 。 目 前 研究 发 现 , 很 多 昆虫 serpin 
在 N 端 具有 信号 肽 序列 ,如 在 25 个 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella serpin 中 ,11 个 具有 信和 号 肽 序列 (Lin et al.， 
2017) 。SignalP 预测 显示 Nlserpin4 在 和 蛋白质 N 端 
(第 1-23 位 氨基 酸 残 基 ) 亦 存 在 信号 肽 ,表明 其 可 
能 是 分 泌 型 蛋白 。 此 外 ,与 株 春 Aniheraea pernyi 
serpin6 和 亚洲 玉米 量 Ostrinia furnacalis serpin2 具有 
糖 基 化 位 点 ( 曾 军 等 ,2017; 赵 雅 ，2018 ) 不 同 ， 























表达 水 平 明显 高 于 其 在 血 淋 巴 中 的 表达 水 平 (Tong 
and Kanost, 2005)。 可 见 , 褐 飞 虱 Nlserpin4 的 表达 
特征 具有 明显 时 空 特异 性 ,这 表明 其 在 褐 飞 乱 生 长 
发 育 过 程 中 可 能 发 挥 重 要 调控 作用 。 

诸多 研究 表明 ,昆虫 serpin 主要 通过 抑制 丝 氮 
酸 和 蛋白酶 的 活性 来 负 调 控 酚 氧化 酶 原 激活 系统 和 其 
他 有 关 防 御 通 路 (如 Toll 通路 ) 的 蛋白 酶 水 解 级 联 
反应 ,从 而 抑制 病原 微生物 诱导 下 过 度 的 免疫 防御 
反应 对 昆虫 自身 造成 伤害 (Yuan et al., 2017; Wang 
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et al., 2019)。 目 前 关于 serpin 在 昆虫 -病原 微生物 
互 作 过 程 中 的 表达 调控 研究 主要 以 “昆虫 -病原 细 
菌 ” 为 研究 模型 。 如 烟草 天 蛾 受 大 肠 杆 参 
Escherichia coli 刺激 后 ,幼虫 血 淋 巴 中 serpin4 的 表达 
量 显 著 上 升 ,其 表达 产物 可 抑制 丝氨酸 蛋白 酶 的 级 
联 反 应 ,从 而 阻 断 黑 色素 的 合成 (Tong and Kanost， 
2005 ) 。 昆 虫 病原 真菌 以 其 体 壁 接触 侵 染 致死 模式 
在 防治 刺 吸 式 口 器 害虫 方面 具有 独特 的 优势 ( Lacey 
et al., 2015 ) 。 解 析 刺 吸 式 口 器 害虫 与 病原 真菌 之 
间 免 疫 防 御 与 免疫 逃避 的 “攻防 "关系 对 于 开发 基 
于 病原 真菌 的 褐飞虱 生物 防治 新 技术 具有 重要 的 理 
论 和 现实 意义 。 本 研究 检测 了 Nlserpin4 在 褐 飞 恒 
注射 接种 病原 真菌 后 的 诱导 表达 模式 (图 5) , 结 
显示 金 包 子 绿 伪 阔 处 理 褐飞虱 初期 (6 h) Niserpin4 
基因 表达 量 显 车 下 调 , 表明 褐 飞 剧 免疫 防御 反应 可 
能 被 注射 进入 宿主 血 淋 巴 的 病原 真 阔 显著 激活 ; 随 
接种 时 间 的 延长 Niserpin4 基因 表达 量 呈 现 回 升 趋 
势 , 这 可 能 是 为 了 缓解 由 病原 真菌 诱导 的 免疫 防御 
反应 的 持续 激活 。 由 此 可 见 ,Nlserpin4 在 褐飞虱 人 锡 
疫 防 御 病 原 真 戎 过 程 中 扮演 重要 调控 分 子 的 角色 ， 
但 其 是 如 何 调控 宿主 信号 转 导 途径 以 及 免疫 应 答 反 
应 的 , 暂 不 清楚 ,还 有 待 于 进一步 研究 。 
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